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Проведено дослідження нікотинамідвмістних препаратів (цитофлавін i катахром) на 65 білих щурах лінії Вістар з розвиненою формою експериментального діабету. При розвитку стрептозотоцинового діабету через 6 місяців виявлено вплив нікотінамідвмістних коферментів (цитофлавін i катахром) на рівень окислених i відновлених форм нікотинамідних коферментів в сітківці щурів.
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Введение. В связи с увеличением числа больных сахарным диабетом и продолжительности их жизни диабетическая ретинопатия стала одной из ведущих причин слабовидения и слепоты [3, 36].
Диабетическая ретинопатия является основной причиной слепоты среди людей в возрасте от 20 до 64 лет. Частота ретинопатии увеличивается у мужчин до 45-летнего возраста и у женщин — после 45 лет. У пациентов с сахарным диабетом до 30 летнего возраста проходит относительно длительный период до развития ретинопатии. Частота ретинопатии среди таких больных возрастает от 50% после 10-12 лет от начата сахарного диабета до 75% или больше после 20 лет [1, 4]. Это, в первую очередь, связано с недостаточным знанием патогенеза заболевания при разных формах сахарного диабета и стадиях диабетической ретинопатии, и в связи с этим — недостаточно эффективным и патогенетически малообоснованным лечением.
На сегодняшний день при развитии диабетической ретинопатии терапевтические возможности остаются весьма ограниченными. Большинство консервативных методик лечения диабетической ретинопатии направлено на устранение патологических изменений гемомикроциркуляции и ограничение зон ишемии в сетчатке, при этом не учитывается состояние иммунных процессов и не оказывается специфического нейротропного действия на нейроны и глиальные клетки сетчатки [5, 6, 8].
Для того чтобы разрабатывать новые методики лечения данной патологии, необходимо тщательно изучить патогенетические механизмы развития диабетической ретинопатии.
Патогенез диабетических ретинопатии многофакторный. Ведущую роль играют два основных фактора — внутренний и внешний. К внутреннему фактору следует отнести генетическую предрасположенность (т.е. наследование ангиопатий). Однако такое наследование не передается каким-то одним геном, а вероятнее всего, имеется полигенный тип передачи. Для реализации генетической предрасположенности к развитию ангиопатий необходимо участие внешних факторов, в роли которых выступают в первую очередь гипергликемия и связанный с ней каскад метаболических, гормональных, реологических и иммунных нарушений [22, 26, 31, 35, 37].
Метаболические нарушения, вызываемые хронической гипергликемией, развиваются посредством нескольких механизмов. Среди них активация полиолового пути метаболизма глюкозы, неферментативное гликозилирование белков и липопротеидов, ослабление антиоксидантной защиты, развитие окислительного стресса [9, 13, 20, 23, 43, 44].
Согласно опытным данным, при развитии экспериментального диабета в различных тканях организма выявлено нарушение обмена и функции никотинамидных коферментов [2, 11,14, 17,21,42].
Это подтверждается исследованиями последних лет относительно новых аспектов биологического значения никотинамидных нуклеотидов, открытых при изучении синтеза и репликации ДНК. Так, в частности, показано, что в регуляции указанных процессов принимает участие полиаденозин-дифосфатрибоза (полиАДФР), синтезируемая из НАД при участии полиАДФР-полимеразы [18, 24, 28,33,39,41].
Следует также отметить, что при диабете в механизме повышения концентрации молочной и пировиноградной кислот в сетчатке существенную роль может играть выявленное снижение окислительного потенциала системы никотинамидных коферментов (НАД/НАДН) [27, 30, 32, 38, 40].
Согласно проведенным ранее исследованиям, на ранних сроках развития экспериментального диабета в сетчатке резко снижается уровень НАД и НАДФ. В то же время концентрация восстановленного НАДН к 28 дню повышается более чем на треть, вследствие чего происходит резкое снижение окислительного потенциала НАД/ НАДН [8, 9].
В предыдущем исследовании нами было установлено, что при развитии стрептозотоцинового диабета через 6 месяцев в сетчатке глаз экспериментальных животных существенно уменьшается уровень и нарушается соотношение различных форм никотинамидных коферментов, что в частности, приводит к снижению окислительного потенциала системы НАД — НАДН и восстановительного потенциала НАДФ — НАДФН. Это, по всей вероятности, обусловлено генотоксическим влиянием высокореакционных соединений (оксоальдегидов и др.), вызывающих активацию фермента поли (АДФ-рибозо) полимеразы.
Цель данной работы заключалась в изучении влияния никотинамида и содержащих его препаратов (катахром и цитофлавин) на уровень окисленных и восстановленных форм никотинамидных коферментов в сетчатке крыс со стрептозотоциновым диабетом.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ. Исследования проводились на 65 белых крысах линии Вистар массой 190—210 г. При проведении эксперимента были соблюдены рекомендации относительно исследований на животных, принятые международным сообществом.
Животные были подразделены на шесть групп: I — контрольная группа (14 крыс), II — опытная (10 крыс), животные с диабетом (6 мес), III — животные с диабетом и применением никотинамида (10 крыс), IV — животные с диабетом и применением цитофлавина (12 крыс), V — животные с диабетом и применением катахрома (9 крыс), VI — животные с диабетом и сочетанным применением цитофлавина и катахрома (10 крыс).
Экспериментальный диабет вызывали путем инъекции стрептозотоцина (55 мг на 1 кг массы тела, интраперитонеально). Инсулин вводился диабетическим животным с целью предотвращения снижения веса при условии поддержании гипергликемии (уровень сахара в крови колебался в пределах 20—25 мМ).
По истечении шести месяцев развития диабета часть животных (опытные группы), а также нормальных крыс (контроль) декапитировали с предшествующей анестезией тиопенталом натрия (50 мг препарата на кг массы). Глаза энуклеировали на льду при температуре 0-5 °С. Сетчатка немедленно удалялась и помещалась в свежеприготовленную среду •выделения лизосом. Сетчатки обоих глаз каждого животного объединялись и суспендировались в буфере, содержащем 20 мМ HEPES-KOH (рН=7,5), 1,5 М MgC12, 0,5 mМ ЕGТА и 250 mМ сахарозы, содержащей поливинилпиролидон.
В тканях изолированной сетчатки производили определение концентрации никотинамидных коферментов (НАД, НАДН, НАДФ, НАДФН) с помощью циклического энзиматического метода, предназначенного для раздельного определения никотинамидных нуклеотидов в малых количествах ткани сетчатки и позволяющего точно определить количество коферментов в пределах до 10М [19].
Принцип метода заключается в реакции восстановления тиазола голубого за счет НАДН или НАДФН посредством интермедианта фенозинметасульфата до образования формазана. Реакцию восстановления окисленных никотинамидных коферментов осуществляли с помощью алкоголь-дегидрогеназы (НАД) и глюкозо-6-дегидрогеназы (НАДФ) при наличии соответствующих субстратов окисления (этанола и глюкозо-6 фосфата соответственно). Окисленные и восстановленные формы коферментов экстрагировали раздельно с помощью соответствующих экстрагентов [19].
Скорость реакции восстановления тиазола определяли по степени изменения адсорбции образующегося формазана (максимум адсорбции при 570 нм). Скорость снижения адсорбции прямо пропорциональна концентрации определяемого кофермента в пробе. В расчетах использовали среднее значение изменения экстинкции за 1 минуту.
Концентрацию никотинамидных коферментов рассчитывали по калибровочной прямой, которую строили с использованием различных концентраций никотинамидных коферментов (от 0,05 нмоль до 0,1 нмоль). Коэффициент вариации для НАД — 5,6 %, НАДН — 5,7 %, НАДФ — 6,7 %, НАДФН - 5,8 %.
Данные биохимических исследований обрабатывались с помощью соответствующих методов статистического анализа [7].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ. Данные о влиянии никотинамида и содержащих его препаратов на уровень окисленных и восстановленных форм никотинамидных коферментов в сетчатке крыс со стрептозотоциновым диабетом представлены в таблицах 1 и 2.






Влияние никотинамида и препаратов «цитофлавин» и «катахром» на уровень окисленных и востановленных форм НАД (НАД и НАДН) в сетчатке крыс со стрептозотоциновым диабетом (нмоль/г ткани)

Биохим. показатели	Стат. показатели	Контроль	Диабет, 6 мес
			Без препаратов	Никотинамид	Цитофлавин	Катахром	Катахром + цитофлавин
НАД	nМmp %pl%1	14 125,42 12,10-100,0--	10 56,686,42 <0,00145,2-100,0	10 106,608,60 >0,0585,0 <0,001188,1	12 87,80 6,54 <0,05 70,0 <0,01 154,9	9 75,36 6,18<0,05 60,1 <0,05 133,0	10100,60 7,52>0,05 80,2<0,001 177,5
НАДН	n М mp%pl %1	14 21,50 2,04-100,0--	10 32,34 3,90 <0,05 150,4-100,0	10 28,10 2,32 <0,05 130,7 >0,05 86,9	12 26,922,14 >0,05 125,2 >0,0583,2	9 29,03 2,70 <0,05 135,0 >0,05 89,8	1025,80 2,10 >0,05 120,0 >0,05 79,8
Сумма	146,92	89,02	134,70	114,72	104,39	126,40
Примечания: р — уровень значимости различий данных по отношению к контролю; pl — уровень значимости различий данных по отношению к группе «Диабет без препаратов».

Таблица 2
Влияние никотинамида и препаратов «цитофлавин» и «катахром» на уровень окисленных и востановленных форм НАДФ (НАДФ и НАДФН) в сетчатке крыс со стрептозотоциновым диабетом (нмоль/г ткани)

Биохим. показатели	Стат. показатели	Контроль	Диабет, 6 мес
			Без препаратов	Никотинамид	Цитофлавин  	Катахром	Катахром + цитофлавин
НАДФ	nМmp %pl%1	14 3,16 0,24-100,0--	102,23 0,27 <0,05 70,6-100,0	102,54 0,23 >0,05 80,4 >0,05 113,9	12 2,62 0,20 >0,05 82,9 >0,05 117,5	92,37 0,22 <0,05 75,0 >0,05 106,3	10 2,68 0,24>0,05 85,1>0,05 120,2
НАДФН	nМmp %pl%1	14 13,60 1,38-100,0--	107,58 0,86 <0,0155,7-100,0	10 9,52 0,68 <0,05 70,0 >0,05 125,6	12 10,20 0,75 <0,05 75,0 <0,05 134,6	9 8,18 0,79 <0,0160,1 >0,05107,9	1010,92 0,74 >0,05 80,3 <0,01 144,1
Сумма	16,76	9,81	12,06	12,82	10,55	13,60
Примечания: р — уровень значимости различий данных по отношению к контролю; pl — уровень значимости различий данных по отношению к группе «Диабет без препаратов».

Рассматривая данные о содержании НАДН, можно отметить, что уровень его при развитии диабета был повышен до (32,34±3,90) нмоль/г, что составило 150,4% по сравнению с контролем. При применении никотинамида уровень НАДН соста​вил (28,10±2,32) нмоль/г - 130 %. Введение пре​парата цитофлавин повышает уровень НАДН до (2б,92±2,14) нмоль/г — 125 %. Применение катахрома повышает содержание НАДН до (29,03±2,70) нмоль/г — 135 %. При сочетанном применении цитофлавина и катахрома этот показатель повышает​ся до (25,80±2,10) нмоль/г — 120 % по отношению к контролю.
Согласно полученным экспериментальным данным, уровень НАДФ в группе животных с диабетом без применения препаратов был снижен до (2,23±0,27) нмоль/г, что составило 70,6% по сравнению с контрольными данными. При при​менении никотинамида содержание НАДФ со​ставило (2,54±0,23) нмоль/г — 80,4%. В группе животных с применением цитофлавина уровень НАДФ составил (2,62±0,20) нмоль/г - 82,9% по сравнению с контролем. При введении катахро​ма диабетическим животным уровень НАДФ со​ставил (2,37±0,22) нмоль/г — 75% по отношению к контролю. При совместном применении ука​занных препаратов содержание НАДФ составило (2,68±0,24) нмоль/г – 85,1 %.
Содержание НАДФН у диабетических жи​вотных без применения препаратов составляло (7,58±0,86) нмоль/г. т. е. 55,7% по сравнению с контролем. При применении никотинамида уро​вень НАДФН составил (9,52±0,68) нмоль/г — 70 %. В группе животных с применением цитофлавина уровень НАДФН составил (10,20±0,75) нмоль/г — 75 %. При применении катахрома у диабетиче​ских животных содержание НАДФН составило (8,18±0,79) нмоль/г — 60,1 %. При сочетанном при​менении катахрома и иитофлавина уровень НАДФН составил (10,92±0,74) нмоль/г – 80,3 %.
Как видно из представленных данных, при развитии экспериментального диабета в сетчатке резко снижается уровень НАД и НАДФН. Однако концентрация восстановленного НАДН повыша​ется, вследствие чего происходит резкое снижение окислительного потенциала НАД/НАДН.
Оценивая в целом полученные нами данные, необходимо учитывать, что никотинамид, как пред​шественник биосинтеза никотинамидных коферментов, способствует существенному повышению их окисленных форм и значительно меньше — вос​становленных, что приводит к повышению вели​чин соотношения НАД/НАДН и НАДФ/НАДФН в цитозоле и митохондриях клеток головного мозга и других органов. Никотинамид опосредованно через биосинтез НАД и нормализацию редокс-состояния свободных НАД-пар обеспечивает необходимую координацию в функционировании дегидрогеназ, редуктаз и пероксидаз липидов и, таким образом, уменьшение количества нейротоксичных продуктов перекисного окисления липидов. Антиоксидантные эффекты исследуемых протекторных соединений также могут частично опосредствоваться их гипогликемическим действием, которое сопровождает​ся замедлением неферментативного гликозилирования белков с последующим восстановлением их биологических функций [12, 15, 16, 25, 29, 34].




1. В условиях развитой формы стрептозотоцинового диабета применение никотинамида су​щественно повышает уровень окисленной формы НАД и восстановленной формы НАДФН в сетчатке глаз экспериментальных животных.
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